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REGULACIÓN DE LOS MECANISMOS DE
—
ABSORCIÓN DEL Fe EN CÍTRICOS EN FUNCIÓN
DE DIFERENTES GENOTIPOS Y SU
DISPONIBILIDAD EN EL MEDIO DE CULTIVO|conto de Citricultura andProducción Vegetal.| Instituto Valenciano deInvestigaciones Agrarias (IVIA).Moncada, Valencia, España.e-mail: martinez_mru € gva.esINTRODUCCIÓNEl hierro (Fe) es el cuarto elementoquímico más abundante de la cortezaterrestre, tras el oxígeno, el silicio y el alu-minio. En el suelo se presenta en dosposibles estados de oxidación: férrico(Fe3*) y ferroso (Fe?+), de manera que encondiciones ácidas y no oxidantes escaracterístico el predominio de la formaFe?+. Sin embargo, en presencia de oxí-geno y en medio alcalino, el Fe?*+ es oxi-dado rápidamente a Fe%*+, y puede preci-pitar en forma de óxidos e hidróxidos deFe insolubles (Fe(OH);), así como algu-nas formas intermedias tales comoFe(OH)?* o Fe(OH),*. Por tanto, la solu-bilidad del Fe en la solución del suelo esaltamente dependiente del pH del mismo(Legaz et al., 1995):Medio alcalino—— >Fe3+ + 3(0H) Fe(OH);L————————(soluble) Medio ácido (insoluble)El descenso del pH en una sola uni-dad puede incrementar la solubilidad delos compuestos de hierro hasta 1000veces (Lindsay, 1995) mejorando, de estaforma, la movilización de este elementoen el sustrato. Por otra parte, es bienconocido que la composición del sueloafecta a la disponibilidad de este elemen-to en el medio. Así, los iones Fe?+ puedenadsorberse a las arcillas, donde una frac-ción de éstos queda fuertemente fijada.LEVANTE AGRICOLA22 Trimestre 2016UY ResumenLa deficiencia de hierro es una fisiopatía común enlos cítricos de la zona mediterrá-nea debido al predominio de suelos calizos que tiene importantes repercusiones agronó-micas. El estudio de la absorción con el isótopo no radiactivo 57Fe reveló que la tasa deabsorción aumentó linealmente con la concentración creciente de éste en el sustrato.Entre patrones, el Cleopatra el patrón con mayor capacidad de absorción, lo que explica-ría su mayor eficiencia y tolerancia a la clorosis. Adicionalmente, el cultivo de plántulas decítricos in vitro indicó que la capacidad de asimilación del hierro es altamente dependien-te del pH del suelo, encontrándose un máximo de absorción a pHs ácidos. La extrusiónde protones al medio para solubilizar el ¡ón férrico, así comola liberación o exudación deácidos orgánicos se configuraron como estrategias altamente desarrolladas en genotipossensibles a la clorosis férrica y más en deficiencia de hierro. Los análisis enzimáticos ymoleculares sugieren que la capacidad de reducción de las formas férricas a ferrosas seindujo significativamente en condiciones de déficit de hierro, en ambos patrones,y queeltransportador de este elemento al interior de la planta se mostró más activo en el patrónmás sensible, induciéndose su expresión de un modo muy significativo en condicionesdeficitarias.Palabras clave: Ácidos orgánicos, Cítricos, Clorosis férrica, Patrón, Protón-ATPasa,Quelato-Reductasa Férrica, Transpotador férrico.El Fe participa en procesos clave deldesarrollo de las plantas, como por ejem-plo la respiración, la fotosíntesis y genera-ción de pigmentos fotosintéticos, el meta-bolismo del nitrógeno, etc., a lo que sesuma que algunos enzimas fundamenta-les necesitan del hierro para desempeñarsu función. Una parte de este elemento seacumula en las hojas, unido a una fosfo-proteína que se denomina fitoferritina,localizada principalmente en los cloroplas-tos. Las plantas incorporan preferente-mente el Fe en forma de Fe?* directa-mente de la disolución del suelo medianteun proceso de absorción activa a travésde las raíces (Uren, 1984). Cuando la can-tidad de Fe a disposición de la planta essuficiente, éstas lo absorben tras la reduc-ción del Fe3+ a Fe?+ mediante una enzi-ma denominada reductasa estándar. Sinembargo, en condiciones de deficiencia deFe las plantas han desarrollado dos estra-tegias para movilizar los micronutrientesdel suelo (Romheld and Marschner, 1986; Marschner and Rómheld, 1994; Schmidt,1999; Kim and Guerinot, 2007). La másextendida, conocida como estrategia |(Figura 1, pág. 82), es propia de las plan-tas monocotiledóneas no gramíneas ydicotiledóneas, y la solubilización del Fese produce mediante una disminución delpH en la rizosfera, promoviendo su reduc-ción a Fe?*+ antes de atravesar la mem-brana celular por medio de proteínasreductoras asociadas a las membranascelulares. La disminución en el pH sedebe a una excreción activa de protonesmediada por una ATPasa asociada a lamembrana plasmática (De Vos et al.1986; Rabotti et al., 1995; Weiet al., 1997;Dell'Orto et al., 2000; Dell Orto et al.,2002; Santi et al., 2005) y, en menor medi-da, de una mezcla compleja de ácidosorgánicos, principalmente citrato y mala-to, los cuales también pueden funcionarcomo agentes quelantes de Fe para sutransporte a lo largo de la planta (Rómheldand Marschner, 1983; Abadía et al., 2002).Asociada al proceso de acidificación, lasplantas llevan a cabo la reducción del
Fe3* solubilizado a Fe?+ mediante la par-
ticipación de reductasas de los comple-
jos Fe-quelato, que son proteínas asocia-
das a las membranas que actúan en pro-
cesos independientes de la extrusión de
protones (Susín et al., 1996; Yi and
Guerinot, 1996; Pestana et al., 2001;
Rombolá et al., 2002; Chouliaras et al.,
2004; Molassiotis et al., 2006). La reduc-
ción del Fe3* unido al quelato requiere la
transferencia de electrones desdeel cito-
sol a través de la membrana plasmática y,
en este sentido, las plantas con estrategia
| poseen dos sistemas subcelulares de
transferencia de electrones, un sistema
"estándar" y un sistema "turbo" de alta
eficiencia reductor de distintos complejos
Fe-quelato, que es inducido en condicio-
nes de déficit de Fe. En este sistema turbo
se encuentra la enzima Fe-quelato
reductasa (F-CR), que es utilizada por la
mayoría de las plantas para adquirir Fe
soluble (Bienfait et al., 1983; Yi and
Guerinot, 1996; Cohen et al., 1998).
Finalmente, la absorción de Fe?* por las
plantas con estrategia | puede ser en
forma complejada con ligandos de bajo
peso molecular o bien en la forma iónica
libre, siendo esta última la más común. El
principal transportador de Fe?+ en forma
iónica libre es una proteína denominada
IRT (Iron-Regulated Transporter) asocia-
da a la membrana, que se ha constituido
como elemento clave del transporte del Fe
en los vegetales (Eide et al., 1996; Cohen
et al., 1998).
Aunque la mayor parte de los suelos
contienen cantidades considerables de
Fe, que serían suficientes para atender
las necesidades de los cultivos, ya se ha
descrito que debido a las particularidades
de los suelos -predominantemente calizos
en especial en la Comunidad Valenciana-,
una gran proporción se encuentra en for-
mas insolubles y/o inasimilables por la
planta. Más aún, el poder clorosante de
muchos suelos se correlaciona más con
su contenido en “caliza activa” que con el
de carbonatos totales. Adicionalmente, es
conocido que el exceso de agua debida al
riego o lluvias abundantes incrementa la
clorosis férrica en los terrenos calizos.
También el medio ácido puede provocar la
liberación a la solución del suelo de una
cantidad excesiva de iones manganeso,
Zinc o cobre, que es una causa frecuente
de deficiencia de Fe en la planta, siendo
también un motivo común de la clorosis
férrica en suelos pobres en este elemento
y muy ricos en cualquiera de esos otros
minerales. Evidentemente, aquellos facto-
res endógenos que inhiben la absorción
de este elemento, como es el caso de
bajos niveles de potasio y azufre y tam-
bién la presencia de elevadas concentra-
ciones de fósforo y de otros metales como
manganeso, cobre, cinc, cadmio, plomo,
cobalto, cromo y níguel, pueden contribuir
también a la aparición de deficiencias de
Fe en los cultivos. Otros factores endóge-
nos indirectos, especialmente aquellos
que inhiben el crecimiento de la raíz,
como sería el caso de las bajas tempera-
turas, herbicidas, encharcamiento de los
suelos, enmiendas orgánicas y presencia
de bicarbonato, pueden afectar marcada-
mente a la absorción de hierro. Algunos
trabajos han apuntado la importancia no
sólo de la abundancia de Fe en el interior
de la planta, sino también de su distribu-
ción en los distintos tejidos vegetales, ya
que en muchas ocasiones, aunque pre-
sente, se encuentra “inactivado” en el inte-
rior de la planta (Mengel, 1994; Rómheld,
2000).
La Citricultura es uno de los sectores
de la fruticultura con mayor producción a
nivel mundial, superando los 116,5 millo-
nes de toneladas en el año 2013 (FAO,
2014). España es el sexto productor mun-
dial y el primer exportador de cítricos para
consumo en fresco hasta el punto que en
el año 2013 la superficie dedicada al culti-
vo de cítricos en España fue de 299.478
ha en producción (MAGRAMA, 2014), dis-
tribuidas a lo largo de la franja costera
mediterránea, especialmente la Comuni-
dad Valenciana, Murcia y Andalucía, así
como el sur de la Comunidad Catalana.
Los estreses abióticos -o condiciones
medioambientales adversas- son uno de
los factores más importantes en la dismi-
nución de la producción agrícola y, parti-
cularmente, es importante el hecho de
que en la región mediterránea los cítricos
se cultivan a menudo en suelos calcáreos
de pH alto, lo que provoca desequilibrios
nutricionales en las plantas.
La sintomatología de la deficiencia de
Fe en cítricos se manifiesta principalmen-
te en las hojas, que pierden su color verde
intenso y evolucionan hacia tonos que van
desdeel verde claro hasta el amarillo páli-
do, según la intensidad de la afección
(Legaz et al., 1995; Legaz et al., 2008). Es
característico que en las nerviaciones de
las hojas se mantenga el color verde
oscuro y aparezcan remarcadas sobre un
fondo másclaro, semejando una especie
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de malla o retículo (Figura 2, pág. 82). Las
hojas que sufren una fuerte deficiencia
suelen alcanzar un menor desarrollo y
tienden a caer prematuramente. La caren-
cia de Fe se manifiesta en las nuevas bro-
taciones, incluso cuando éstas están en
fase de desarrollo, como consecuencia de
la escasa translocación de este elemento
desde las hojas adultas u otros órganos.
Como consecuencia, las brotaciones
vegetativas son progresivamente menos
vigorosas y sus hojas más pequeñas. En
estas condiciones, suele producirse una
defoliación anticipada de los brotes que
provoca la muerte de los mismos, en un
proceso progresivo que comienza por su
zona apical. En los niveles de deficiencia
aguda, los frutos maduros suelen ser de
menor tamaño, con la piel suavey falta decolor. Es característico que el flavedo de
las naranjas y mandarinas quede de color
amarillento, sin alcanzar las tonalidades
anaranjadas-rojizas de los frutos norma-
les (Figura 3, pág. 82). Adicionalmente, la
carencia de Fe disminuye el contenido en
sólidos solubles totales del zumo.
No todas las especies y/o variedades
de cítricos presentan igual comportamien-
to en medios clorosantes, principalmente
debido a las diferencias en su resistencia
a la caliza activa. Así, el naranjo amargo
es conocido por su buena resistencia a la
caliza y condiciones adversas del suelo,
sin embargo su elevada sensibilidad a
la “tristeza” ha obligado a descartarlo
en las plantaciones de cítricos. También
son patrones resistentes el mandarino
Cleopatra y el mandarino King. Así mismo,
son muy evidentes las diferencias en el
comportamiento de las distintas varieda-
des. En este sentido, el liImonero es más
sensible que el naranjo. Entre las varieda-
des de naranja, destaca notablemente por
su resistencia la Navelina, Navelate y
Valencia Late, seguidas por el grupo
Navel (Washington y Thompson). Entre
los mandarinos, Satsuma muestra una
mayor tolerancia y las clementinas se
encuentran entre las variedades más
afectadas.
En este trabajo se presentan resulta-
dos acerca de los mecanismos de absor-
ción del Fe del sustrato por dos patrones
de cítricos que difieren en su sensibilidad
a la clorosis férrica, mandarino Cleopatra
y citrange Carrizo, y se examinan las dife-
rencias en su capacidad de asimilación
del elemento en función del pH del suelo.
Por otro lado, se describen las estrategias
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para solubilizar las formas férricas de la
solución del suelo, especialmente en con-
diciones de deficiencia de Fe, y también
se apuntan las diferencias existentes
entre los dos patrones considerados.
Finalmente, se estudian las actividades
enzimáticas clave de los procesos meta-
bólicos mencionados, conjuntamente con
la expresión de los genes que codifican
dichos enzimas, y su papel en los proce-
sos de absorción, reducción y transporte
al interior de la planta.
MATERIAL Y MÉTODOS
Para el desarrollo del presente estudio
se utilizaron dos patrones ampliamente
empleados en las plantaciones citrícolas
valencianas, conocidos por sus diferen-
cias en la tolerancia a la clorosis férrica, el
mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort.
ex Tan.) y citrange Carrizo (Citrus sinensis
L. Osb. x Poncirus trifoliata L.), tolerante y
sensible, respectivamente. Se germinaron
semillas de ambos patrones en cámara de
germinación. A los dos meses se trans-
plantaron individualmente a contenedores
de 0,5 L de capacidad con arena y se culti-
varon en condiciones controladas de inver-
nadero. Cada grupo de plantas de un
patrón se dividió en dos bloques homogé-
neos y se regaron dos veces semanal-
mente durante 4 meses con solución nutri-
tiva con presencia (20 uM Fe) en forma de
quelato o ausencia de Fe.
En el estudio de la tasa de absorción
de hierro se utilizaron las plantas previa-
mente tratadas con y sin Fe de los dos
patrones. Se realizaron 6 tratamientos con
una solución nutritiva, que como fuente
de Fe se aplicó un quelato orto-orto
(57Fe-0-0-EDDHA) enriquecido al 95,6%
con el isótopo estable 57Fe, con concen-
traciones crecientes de 0,01 a 1 mM.Las
plantas se dividieron en grupos de 10 indi-
viduos y se hicieron 3 réplicas por trata-
miento. Se mantuvieron 10 minutos en las
soluciones marcadas con este isótopo, y
después se fraccionaron en parte aérea y
sistema radical. Para determinar la tasa
de absorción de Fe del sistema radical se
analizó el enriquecimiento en 57Fe de este
órgano, mediante un espectrofotómetro
de masas con colector múltiple de acopla-
miento inductivo de alta resolución. A los
resultados obtenidos con este equipo ana-
lítico se les resta la abundancia natural de
este isótopo (2,20% de 57Fe) y el exceso
o enriquecimiento en la concentración del
isótopo que indica cuantitativamente la
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absorción neta de Fedel fertilizante se uti-
lizó para calcular dicha tasa.
Dado que, como ya se ha comentado,
la capacidad de asimilación del Fe es alta-
mente dependiente del pH del suelo, se
estudió la tasa de absorción de Fe en
soluciones ajustadas a diferentes pHs
(4,5 a 8,5) en el patrón citrange Carrizo. El
Fe se aplicó durante 5 minutos utilizando
el mismo quelato 57Fe-0-0-EDDHA descri-
to anteriormente.
Con objeto de determinar la capaci-
dad de acidificación del medio, se
seleccionaron tres grupos homogéneos
de plantas para cada patrón y cada esta-
do nutricional (plantas previamente trata-
das con y sin Fe) y se introdujeron en una
solución nutritiva sin Fe ajustada a pH 8,5.
Los recipientes se cubrieron con papel de
aluminio para evitar la incidencia de la luz
en las raíces. La acidificación del medio
se determinó midiendo el pH de la solu-
ción cada hora.
La concentración de ácidos orgáni-
cos, principalmente citrato y malato, se
midió en la savia del sistema radicular de
las plántulas. Éstas se cortaron 5 cm por
encima de las primeras raíces y todo el
sistema radical se introdujo en una cáma-
ra de presión, aplicando una presión de
2 MPa durante 5 minutos. Paralelamente,
en los ensayos de exudación de ácidos
orgánicos se utilizaron grupos de 5 plan-
tas de cada tratamiento previo, sin y con
presencia de Fe, se lavaron con agua
destilada y se introdujeron en 50 mL de
solución ajustada a pH 7,0. Las plántulas
se incubaron durante 1, 3, 6 y 12 h en una
cámara de cultivo en condiciones contro-
ladas (27 “C, 80% HR y suplemento de
luz: 50 pmol m-2 s-1, 400-700 nm). Del
mismo modo, otros grupos de plantas
también se incubaron en una solución
tampón ajustada a pH 5,0. La concentra-
ción de ácidos orgánicos en las muestras
de savia y exudados se determinó
mediante cromatografía líquida de alta
presión (HPLC).
La capacidad reductora de las raí-
ces se determinó con el análisis de la acti-
vidad de la enzima Fe-quelato reductasa
(F-CR). Para ello, se incubaron fragmen-
tos de raíces en una solución con presen-
cia de Fe aplicado en forma férrica
(Fe-EDTA) y se añadió al medio de reac-
ción un indicador colorimétrico (BPDS). La
enzima reduce el Fe3%*, el reactivo com-
pleja con el Fe?*+ y el medio vira a color
rosado, realizando la cuantificación
mediante un espectrofotómetro. Este
ensayo se realizó también sobre los dos
patrones y ambos estados nutricionales.
Para determinar la cinética de la enzima
se aplicaron concentraciones crecientes
de sustrato Fe-EDTA en el medio de 0,01
a 250 mM.
Finalmente, el análisis de la expre-
sión génica se realizó mediante RT-PCR
(Real-Time PCR), con objeto de determi-
nar las diferencias entre patrones y trata-
mientos previos, con presencia o ausen-
cia en la solución nutritiva, respecto de la
actividad de la enzima protón-ATPasa,
descrita anteriormente por ser la respon-
sable de la liberación de protones y, por
tanto, de la acidificación de la rizosfera y
del transportador IRT encargado de
absorberel hierro en estado ferroso pre-
sente en el entorno de la raíz.
RESULTADOSY DISCUSIÓN
a) Tasa de absorción del hierro en fun-
ción de su concentración en el medio
de cultivo
Los resultados de este ensayo mostra-
ron que la tasa de absorción del ion Fe?+
en la raíz aumentó linealmente con la con-
centración de este ion en el substrato,
ajustándose a tendencias lineales de una
manera muy significativa (Figura 4, pág.
80). Aunque en amboscasos, la absorción
aumentó en condiciones de ausencia de
Fe en el medio, el m. Cleopatra mostró
una respuesta más acusada, lo que expli-
caría su mayor eficiencia y tolerancia a la
clorosis. ¿Qué estudio? Martínez-Cuenca
et al. (2013a) revelaron que existen mar-
cadas diferencias entre patrones en la
absorción del hierro 5%7Fe dependiendo de
la disponibilidad (presencia o ausencia)
de este elemento en el medio de cultivo.
En línea con estos resultados, Fox et al.
(1996) obtuvieron un aumento de la
absorción de Fe en plantas de guisante
inducida por la deficiencia de Fe, median-
te el uso de un quelato enriquecido en
59Fe. Y en cítricos, Manthey etal. (1994)
ya observaron que el 55Fe transportado a
los tallos y hojas era proporcional al Fe
activamente absorbido por las raíces, en
un ensayo realizado en plantas expuestas
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Figura 4. Absorción de hierro en función de la
concentración de 57FeEDDHA en el medio
externo medido en plántulas de m. Cleopatra
(MC) y c. Carrizo (CC). En ambos patrones, la
ausencia de Fe (-) incrementó marcadamente
la absorción de este elemento en relación con
la presencia de Fe (+) en la solución nutritiva
aplicada al cultivo de las plántulas previo a los
tratamientos, si bien este aumento fue mayor
en el patrón más tolerante.
b) Tasa de absorción del hierro función
del pH del medio de cultivo
La absorción incrementó al reducirse
el pH, siendo el máximo de absorción a
pHs muy ácidos, inviables para cualquier
cultivo. Por otra parte, los tratamientos a
pHs superiores a 5.0 redujeron la absor-
ción a la mitad (Figura 5). En este ensayo
se confirmó que la capacidad de asimila-
ción del hierro en los cítricos es altamente
dependiente del pH del suelo. De este
modo, se ha observado quela deficiencia
de hierro debido a alto pH del medio, pro-
vocado por la adición de bicarbonato,
induce la deficiencia del elemento en la
planta al reducir la capacidad de acidifi-
cación de las plantas (Martínez-Cuenca et
al., 2013b). Ello activa algunos genesrela-
cionados con la respuesta para aumentar
la absorción y transporte del elemento.
Este comportamiento también se ha
observado en plantas de melocotonero
(Molassiotis et al., 2006). Lo más probable
es que el bicarbonato presente en el apo-
plasto radicular neutraliza los protones
bombeados fuera del citosol, impidiendo
la generación del gradiente electroquími-
co transmembrana que constituye la fuer-
Za motriz para el transporte de ¡on ferroso
(Zocchi and Cocucci, 1990).
c) Acidificación del entorno de la rizos-
fera
Liberación de protones al medio del
cultivo. Ya se ha comentado que, en
nuestras condiciones de suelo básicos,
los cítricos ponen frecuentemente en
acción toda una serie de mecanismos
metabólicos para lograr una asimilación
más eficiente del hierro presente en el
sustrato. Particularmente, los cítricos han
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Figura 5. Absorción de 57FeEDDHAen función
del pH del medio externo medido en plántulas
de e. Carrizo (CC). La absorción fue máxima a
pH 4.5, reduciéndose conforme aumentó el pH
de la solución aplicada.
ficación del medio mediante extrusión de
protones y ácidos orgánicos, cuya finali-
dad es solubilizar el ion férrico localizado
en el entorno del sistema radical. Así,
cuando se compararon los dos patrones
considerados en este estudio, se observó
que ambos patrones aumentan la libera-
ción de protones en ausencia de Fe, aun-
que no hubo diferencias entre ambos
(Figura 6). Esta respuesta correlacionó
marcadamente con la expresión del gen
que regula la actividad de la enzima pro-
tón-ATPasa, clave en el proceso metabó-
lico de generación de protones. Por tanto,
la extrusión de protones al medio para
solubilizar el ión férrico en el entorno del
sistema radical es una respuesta desarro-
llada en cítricos en condiciones de detfi-
ciencia de hierro (Martínez-Cuencaetal.,
2013a). Esta respuesta ha sido observada
en numerosos estudios en especies fruta-
les y hortícolas y, en algunos casos, se
advirtieron diferencias entre genotipos
sensibles y tolerantes a la clorosis férrica
en la capacidad para acidificar la rizosfera
cuando el Fe escasea (Treeby and Uren
1993; Dell'Orto et al., 2000; Donnini et al.,
2009; Jelali et al., 2010a; Martinez-
Cuencaet al., 2013a, 2016).
Liberación de ácidos orgánicos al
medio del cultivo. La acidificación del
medio, estrategia ampliamente desarrolla-
da en el reino vegetal, consiste en la esti-
mulación de la síntesis de ácidos orgáni-
cos y su posterior liberación al medio. En
el presente trabajo se ha estudiado tam-
bién el efecto de la deficiencia de hierro
sobre su concentración en la savia y exu-
dado de raíces de c. Carrizo cultivadas
anteriormente (durante 4 meses) en pre-






















Figura 6. Capacidad acidificadora del sistema
radical medida como (A) Liberación de proto-
nes y (B) Activación de la enzima protón-
ATPasa, medido en plántulas de m. Cleopatra
(MC) y de c. Carrizo (CC) cultivadas en pre-
sencia (+) o ausencia (-) de Fe en la solución
nutritiva. En condiciones de déficit de este ele-
mento, ambos patrones incrementaron signifi-
cativamente su respuesta acidificadora, no
apreciándose diferencias entre ellos.
MC cc
El análisis de la concentración de áci-
dos, tanto en la savia de la planta como en
el exudado de las raíces, reveló que los
mayoritarios fueron el ácido málico y el
cítrico, y que la deficiencia de Fe estimuló
su concentración en ambos casos
(Figuras 7 y 8).
Más aún, el estudio de la composición
en ácidos orgánicos de los exudados de
raíces mostró una marcada dependencia
del pH del medio. Así, en la Figura 8 se
observa un claro incremento de la exuda-
ción de ácidos orgánicos totales en condi-
ciones de pH 7,0, más acentuada cuando
sometemos las plántulas previamente a
una solución deficitaria en Fe. En condi-
ciones de pH ácido (5.0), la exudación de
ácidos es menor y no se observaron dife-
rencias entre plantas cultivadas en pre-
sencia y ausencia de este elemento. De
modo que la deficiencia de hierro estimu-
Ió marcadamente la exudación de ácidos
orgánicos, málico y cítrico, al medio.
Al parecer, la activación de la síntesis y
excreción de ácidos orgánicos al medio en
condiciones de deficiencia de hierro esta-
ría provocada por la sobreregulación de
los genes relacionados con el metabolis-
mo del ciclo de Krebs y, en especial, de la
actividad de las enzimas Fosfoenol Piru-
vato Carboxilasa, Malatodes-hidrogenasa,
Fumarasa y Citrato Sintasa, así como, del
transportador de ácidos di-tricarboxílicos
mitocondrial (Martinez-Cuenca et al., 2013c).
Esta respuesta es coincidente con los
resultados obtenido en otras plantas como
remolacha, guisante, alfalfa o kiwi
(Andaluz et al., 2002; Jelali et al., 2010b;
Rombolá et al., 2002; Andaluz et al.,
2009), e incluso se ha asociado conla tole-
rancia de distintos genotipos de Prunus a
la clorosis férrica (Jiménezetal., 2011).
d) Capacidad reductora del Fe3+ a Fe?+
del sistema radicular
En este ensayo se estudió el comporta-
miento de la enzima Fe-quelato reductasa
(FCR) en ambos patrones (m. Cleopatra y
en c. Carrizo) y su respuesta también en
condiciones previas de clorosis. En pre-
sencia de concentraciones crecientes de
sustrato, la enzima se ajusta, en todos los
casos, a una cinética característica de
Michaelis-Menten (Figura 9). En ambos
patrones, la deficiencia de hierro indujo
muy positivamente la actividad de la enzi-
ma. El patrón más tolerante, m. Cleopatra,
presentó una mayor inducción lo cual
sugiere, por consiguiente, una mayor efi-
ciencia en la reducción de hierro por parte
de su sistema radical.
La actividad de la enzima Fe-quelato
reductasa (FCR), responsable de reducir
las formas férricas a ferrosas, se indujo
significativamente en condiciones de déti-
cit previo de hierro tanto en el patrón tole-
rante como en el sensible, indicando la
estrecha relación entre la capacidad de
reducción de las raíces y la tolerancia a la
clorosis férrica en los cítricos (Martínez-
Cuencaetal., 2013a).
Otros autores ya observaron esta res-
puesta en genotipos de las plantas leño-
sas (Dell'Orto et al., 2000; Gogorcena et
al., 2004), incluyendo cítricos (Treeby and
Uren, 1993). Además, la activación de la
actividad de las enzimas FC-R y Ht*-
ATPasa en las raíces de las plantas con
deficiencia de hierro, ha sido considerada
por algunos autores como una acción
sinérgica de ambas enzimas para mejorar
la adquisición de Fe, a través dela acidifi-
cación del apoplasto radicular y de la
reducción de Fe3+ (Dell'Orto et al., 2000;
Donnini et al., 2009; Jelali et al., 2010a,b),
como parece ocurrir en patrones decítri-
cos.
e) Transporte del ¡on ferroso (Fe?*) al
interior de la planta
Una vez queel hierro se encuentra en
el medio en estado ferroso, ya está dispo-
nible para su absorción por parte de la
planta, sin embargo necesita de un trans-
portador que, localizado en las células
epidérmicas dela raíz, le permita entrar al
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Figura 7. Concentración de los principales
ácidos orgánicos en la savia de plántulas de c.
Carrizo cultivadas anteriormente en presencia
(+) o ausencia (-) de Fe. Se observa que, en
condiciones de déficit de hierro, el contenido
de ácido cítrico y málico en la savia se incre-
mentó significativamente, siendo de especial
magnitud la del último.
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Figura 9. Actividad de la enzima Fe-quelato
reductasa medida utilizando concentraciones
crecientes de sustrato, en plántulas de m.
Cleopatra (MC)y de c. Carrizo (CC) cultivadas
previamente en presencia (+) o ausencia (-)
de hierro en la solución nutritiva. En condicio-
nes de déficit de este elemento, ambos patro-
nes incrementaron significativamente la activi-
dad de este enzima, si bien la inducción fue
mayor en el patrón más tolerante.
interior de la planta. Este transportador se
halla codificado por el gen IRT (Iron-
Regulated Transporter) y ha sido amplia-
mente estudiado en otras especies herbá-
ceas. El análisis de la expresión del ortó-
logo de este gen en los patrones conside-
rados de cítricos, en condiciones de déti-
cit o no de hierro en el medio, se muestra
en la Figura 10. Los datos mostraron que
en condiciones normales de disponibilidad
de hierro en el medio, la expresión de
dicho gen se encuentra significativamente
más alta en el patrón más sensible a la
clorosis. En condiciones de déficit previo
de hierro, la actividad de este transporta-
dor es inducida en ambos casos, pero en
mayor medida en el patrón más sensible.
En general, el transporte del hierro, en
estado ferroso, al interior de la planta es
más activo en el patrón más sensible a la
clorosis férrica, incrementándose muy sig-
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Figura 8. Concentración de ácidos orgánicos
totales exudados durante 12 h en plántulas dec.
Carrizo cultivadas previamente en presencia (+)
o ausencia (-) de Fe. Se observa que, mientras
que a pH neutro (7.0) existe una marcada exu-
dación de ácidos orgánicos en condiciones de
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Figura 10. Expresión del gen que codifica para el
transportador IRT (Iron-Regulated Transporter)
medida en plántulas de m. Cleopatra (MC)y de c.
Carrizo (CC) y cultivadas anteriormente en pre-
sencia (+) o ausencia (-) de hierro en la solución
nutritiva. En condiciones normales, este gen se
encuentra más inducido en el patrón más sensi-
ble. Adicionalmente, en condiciones de déficit de
este elemento, ambos patrones incrementaron
significativamente la actividad de este transporta-
dor.
nificativamente en condiciones previas de
déficit de este elemento.
Esta observación podría indicar un
papel clave del transportador IRT1 en la
reacción de los patrones de cítricos ante
condiciones de deficiencia de Fe, por el
aumento de la capacidad del transporte
de hierro en la raíz, de acuerdo con infor-
mes anteriores sobre Arabidopsis (Cohen
et al., 1998; Vert et al., 2002) y reciente-
mente en cítricos (Martínez-Cuencaet al.,
2013a). A larga distancia, Manthey etal.
(1994) advirtieron que el 5>5Fe transporta-
do a los tallos y hojas fue proporcional al
Fe activamente absorbido por las raíces
en condiciones de ausencia del elemento
o de deficiencia inducida por presencia de
bicarbonato en el medio (Martínez-
Cuenca et al., 2013b).
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CONCLUSIÓN FINAL
De los estudios llevados a cabo en
esta investigación se deducen los hallaz-
gos siguientes:
- La deficiencia de Fe estimuló la activi-
dad de las enzimas H*-ATPasa y F-CR
(Fe-quelato reductasa), y del transportador
férrico en las raíces, para incrementar la
movilización de Fe en la rizosfera, la capa-
cidad de reducción del mismo porlas raíces
y de su transporte al interior de la célula.
- Por otro lado, el déficit de este micro-
nutriente también provocó la acumulación
de ácidos orgánicos en el sistema radical
de las plantas, principalmente citrato y
malato, que son liberados al medio y al
xilema, para facilitar la solubilización,
reducción y transporte del Fe.
- La capacidad de absorción del hierro
por las raíces tuvo una alta dependencia
del pH de la solución.
- Finalmente, el grado de tolerancia
entre diferentes genotipos a la clorosis
férrica está determinado por la regulación
de estos componentes, siendo determi-
nante la activación del enzima F-CR.
Por todo ello, las raíces de los cítricos
responden a la deficiencia de Fe aumen-
tando la actividad de los componentes del
sistema de absorción de este elemento
descrito en plantas dicotiledóneas como
“estrategia 1”.
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